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Description 

L'invention concerns I'analyse, c'est-a-dire la detection et/ou le dosage d'ADNs, de fragments d'ADNs ou 
d'ARNs au moyen de systemes non radioactifs. 

5 Elle a plus particulierement pour objet un procede d'analyse d'ADNs, de fragments d'ADNs ou d'ARNs au 

niveau d'un support utiiisant des reactions de bioluminescence, sans etape de separation ni de lavage, ainsi 
que des reactifs et necessaires pour essais ou "kits", pour la mise en oeuvre de ce procede. 

Au cours de ces dernieres annees, le developpement des techniques d'hybridation moieculaire a revolu- 
tion ne nos idees sur la structure du gene. La sensibilite et la facilite de mise en oeuvre des procedes d'hybri- 

10 dation ont permis de les appliquer non seulement aux recherches fondamentales mais aussi au diagnostic de 
maladies cong^nitaies et a la detection d'une grande variety d'ADNs pathogenes viraux et microbiens (refe- 
rences 1 et 2). 

A I'heure actueile, I'hybridation moieculaire est surtout mise en evidence a I'aide de sondes marquees au 
32 P, et 1'utilisation des sondes non radioactives dites sondes "froides" a "marqueur unique" (voir par exemple 
15 reference 3 a 5) est encore tres peu d6veloppee, peut-etre en raison du manque relatif de f iabilite des systemes 
mis au point jusqu'a present. 

II apparait done clairement que cette technique ne pourra se developper de fagon importante dans les la- 
boratotres d' analyses cUniques que si Ton dispose de systemes fiables, stables (dans le temps) et a temps de 
reponse "court", pour remplacer les sondes radioactives de courte vie et dont ia detection peut demander plu- 
20 sieurs jours, avec tous les inconvenients bien connus lies a ('utilisation d'el6ments radioactifs. 

De plus, des techniques recentes utiiisant des reactions d'amplif ication enzymatique de la cible (references 
6 et 7) produisent, a partir de quelques molecules de cibles ADN, une quantite relativement importante de co- 
pies. Cette amplification permet de resoudre le probleme de ia sensibility et de ce fait if est n£cessaire de dis- 
poser de techniques de detection rapides et faciles a automatiser. 
25 Pour remedier aux inconv6nients, tels que manque de f iabilite, des sondes a marqueur unique, des inven- 

teurs ont eu I'idee de recourir a des reactions d'hybridation dites de type sandwich, par analogie aux reactions 
connues sous cette denomination dans le cas de dosages immunologiques. 

La technique sandwich d'identif ication d'un ADN ou d'un ARN par hydridation repose de fagon generate 
sur le principe suivant : le milieu dans lequel est suppose se trouver I 'ADN ou TARN a identifier est mis en 
30 contact successivement ou simultanement avec deux oligonucleotides "modifies" ne presentant pas entre eux 
de sequence complementaire, mais complementaires chacun d'une sequence de I'ADN ou de TARN a identi- 
fier. 

L'un de ces oligonucleotides ("sonde de fixation") est fixe sur un support (reference 8) ou modrf ie par un 
substituant choisi de telle sorte qu'il permette de fixer directement ou indirectement I'oligonucieotide sur un 
35 support, lui-meme modifie de facon adequate. Ainsi, le substitutant sur la "sonde de fixation" peut §tre par 
exemple la biotine et le support peut porter des groupements avidine (reference 9), ou encore le substituant 
peut etre un haptene, notamment la fluoresceine, et le support peut porter des anticorps specif iques de cet 
haptene, par exemple des anticorps antifluoresceine (reference 10). 

L'autre oligonucleotide ("sonde marquee" ou "reporter") porte un "marqueur". Ce marqueur peut etre ra- 
4Q dioactif (references 8 et 10) ou non radioactif (sonde froide). Dans ce cas, le marqueur est de preference op- 
tiquement detectable, directement (par exemple dans ie cas d'un "fluorophore") ou indirectement, par exemple 
par action d'une "enzyme marqueuse" sur un substrat (references 9 et 10). 

L'hybridation peut se faire en milieu solide-liquide (references 8 et 9), ou en milieu liquide, la fixation sur 
le support n'ayant lieu qu'ulterieurement (reference 1 0). 
45 Dans tous les cas des lavages sont necessaires afrn d'eliminer notamment les exces de reactifs. 

On a maintenant trouve qu'il etait possible de d6 teeter, et dans certains cas de doser, une sequence spe- 
cif ique d'ADN ou d'ARN, sans etape de separation ou de lavage, par reaction de bioluminescence, avec ob- 
tention d'un signal stable, de maniere rapide et fiable, en associant essentiellement un systeme de capture 
dont un element est coimmobilise sur un support presentant une surface poreuse et/ou f ibreuse avec tes en- 
so zymes d'un systeme de bioluminescence, et un systeme de marquage utiiisant une enzyme teiie qu'une des- 
hydrogenase. 

L'invention faisant Tobjet de la presente demande est basee sur cette constatation surprenante et concer- 
ns, selon l'un de ses aspects, un proc6de d'analyse d'une sequence specif ique d'ADN ou d'ARN, caract6ris6 
en ce qu'il comprend les etapes consistant, en utiiisant ; 
55 a) un support presentant une surface poreuse et/ou f ibreuse sur laqueile sont immobilises d'une part, les 

enzymes luciferase et oxydoreductase d'un systeme de bioluminescence et d'autre part, un substituant 

capable de fixer, directement ou indirectement, par I'intermediaire d'au moins une reaction d'affinite ou 

par hybridation specif ique, une sequence nucleotidique, 
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b) un conjugue d'enzyme comprenant une enzyme capable de produire un compost nucleotide interme- 
diaire, utilisable par Toxydoreductaae du systeme de bioluminescence, pour conduire a remission d'un si- 
gnal de bioluminescence, et d f une molecule capable de se Her par affinite avec un marqueur de sequence 
nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence, et 
5 c) une solution aqueuse comprenant les substrats de I'enzyme du conjugue, les constituants du systeme 

de bioluminescence autres que les enzymes et le compost nucleotide intermediaire, ainsi que les cons- 
tituants d'un systeme de destruction du compost nucleotide Intermediate produit par I'enzyme dudit conju- 
gue non reliee au support, a 

1 °- soit mettre un echantillon contenant I'ADN ou TARN a analyser, eventuellement amplifie, au moins dou- 
10 blement marque par marquage chimique ou enzymatique avant I'analyse, par marquage synthetique au 

cours de ('amplification ou par hybridation avec une ou plusieurs sondes specif iques, en contact, simul- 
tanement ou successive men t, avec un support a) et un coniugue b) appropries, 

- soit mettre en echantillon contenant I'ADN ou TARN a analyser, de preference ampiif ie, non marque, 
en presence de sequences homologues d'ADN ou d'ARN, de preference am pi if Sees, doublement 

is marquees et soumettre Tensemble a denaturation puis a re hybridation, et mettre le melange obtenu 

en contact, simultanement ou success ivement, avec un support a) et un conjugue b) appropries, 

- soit mettre en contact, simultanement ou successivement, d'une part un echantillon contenant I'ADN 
ou TARN a analyser, de preference ampiif ie, avec un support a) portant une sequence nucleotidique 
compiementaire d'une partie dudit ADN ou ARN, cette sequence pouvant §tre fix6e sur le support 

20 au cours de Tanalyse, par reaction d'aff inite specif ique entre un substituant du support et un subs- 

tituant porte par un oligonucleotide presentant une affinite specif ique pour ledit substituant du sup- 
port et, d'autre part un conjugue d'enzyme b) dans lequel I'enzyme est conjugu6e a une sequence 
nucleotidique compiementaire d'une autre partie dudit ADN ou ARN et non compiementaire de la se- 
quence nucieotidique portee par la support ; 
25 2° mettre Pensemble obtenu sous 1° en presence d'un exces de la solution c) ; 

3° laisser reposer jusqu'a obtention d'un signal stable; puis 
4° mesurer la lumiere emise; et eventuellement 

5° determiner, a i'aide d'un systeme d'etalonnage, la quantity de sequence a doser dans l'echantillon etu- 
die\ a partir de la mesure effectuee sous 4°. 
30 J] convient ici de rappeler que le ph£nomene de bioluminescence resulte de Paction de i'oxygene catalysed 

par une enzyme de type luciferase, selon un schema reaction n el plus ou moins complexe, sur un compose a 
retat reduit, notamment nucleotidique tel que le NADH ou le NAD PH. La luciferase la plus couramment utilisee 
est une luciferase d'origine bacterienne ou luciferase de Beneckea Harvey i. 

Cette luciferase, en presence de NADH (nicotinamide dinucieotide sous forme reduite), d'une oxydoreduc- 
35 tase specif ique provenant egalement de B. Harveyi et d'un aldehyde a longue chathe RCHO, tel que par exem- 
ple Je decanal, produit de la lumiere selon les reactions suivantes : 



NADH ♦ H + + FMN °*ydoreductase }HAn+ + F MN H „ e t 



40 



FMNH 2 + RCHO + 0 2 ^cif erase 



_>FMN. '+ RCQQH + H 2 0 + hv 



45 Le meme processus peut s'appliquer au NADPH. 

Le NADH [ou NADPH] ainsi mis en evidence peut etre produit dans le milieu r6actionnel par action d'une 
deshydrogenase sur son substrat specif ique et sur le NAD* [ou NADP*]. 

Cette deshydrogenase peut etre par exemple la glucose-6-phosphate deshydrogenase (G-6-PDH) dont 
le substrat sp6cif ique est le glucose-6-phosphate (G-6-P) ou la malate deshydrogenase dont le substrat sp6- 
50 cif ique est le malate. Les reactions mises en jeu sont alors respectivement : 
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G-6-P + NAD + Cou NA0P + ]__£li^ >aclde 6-phosphog I ucon , que 
* NADH Cou NADPH] + H + et 



malate+NAD+Cou NAOP+] malate ^ oxa lacetat e + NADH Cou 

deshydrogenase 

NADPH 1 "** H + 



On pour rait 6galement utiliser tin systeme qui produise dans le milieu, en tant que compose nucleotide 
intermediaire, du FMN a partir de FMNH 2 - 

II s'est toutefois r6v6le avantageux d'avoir, comme compose nucleotide intermediate, du NADH ou du 
15 NADPH. 

Le support au voisinage duquel se produisent les differentes reactions impliquees dans I'analyse presente 
une surface poreuse et/ou f ibreuse. II est avantageusement constitue d'un polymere osidique tel que Pagarose 
ou un agarose modified d'acrylamide, d'un copolymer© acry\\que t de verre poreux, d'une matieref ibreuse, no- 
tamment. 

20 II. peut se presenter sous differentes formes, notamment sous forme de film. De preference toutefois, il 

se presente sous forme de microbilles ayant jusqu'a environ '1 mm, de preference environ 100 u.m de diametre. 

Les materiaux a base d'agarose modifie, se pr6sentant sous forme de microbilles, commercialises sous 
la denomination de Sepharose® par la Societe Pharmacia, constituent des supports avantageux pour la mise 
en oeuvre du procede selon Tinvention. 
25 Dans le cas ou on utilise des microbilles, les differents elements portes sur le support peuvent etre fixes 

sur des microbilles differentes, a condition toutefois que ces differents elements soient dans la proximite im- 
mediate les uns des autres grace a un melange intime. 

Dans ce cas, bien que cela ne presente pas a priori un grand interet, on peut prevoir d'introduire les mi- 
crobilles portant les enzymes du systeme de bioluminescence apres avoir effectue la reaction d'hybridation 
30 eventueile et ayant Introduction des differents substrats. 
Selon un mode prefere de realisation de ('invention : 

- Tenzyme du conjugue b) est la glucose-6-phosphate deshydrogenase et son substrat est le glucose-6- 
phosphate qui doit etre present dans la solution ; 

- le compose nucleotide intermediate est le NADH qui est produit dans le milieu a partir de NAD, 6gale- 
35 ment present dans ce milieu ; 

- la luciferase est la luciferase de B. Harveyi qui est f ixee sur le support a), notamment a base d'agarose, 
en presence de Poxydoreductase correspondante ; le systeme de bioluminescence doit done, d'apres 
ce qui a ete vu plus haut, com prendre du FMN et un aldehyde a longue chaTne tel que le decanal. 

Par ailleurs, le compose nucleotide intermediate produit au niveau du support a) par ('enzyme du conju- 
40 gue, notamment une deshydrogenase, aiimente directement les reactions de bioluminescence. Le m#me 
compose produit dans la solution aqueuse par la meme enzyme non reliee au support est en general suffi- 
samment eioigne des enzymes du systeme de bioluminescence pour ne pas interferer avec le dosage, ou n'in- 
terferer que d'une facon negligeable. Toutefois, ii convient dMntroduire dansle milieu un systeme, de preference 
enzymatique soluble, capable de transformer le compose nucleotide intermediaire present dans la solution en 
45 un compose non susceptible de donner Heu a remission de photons en presence du systeme de biolumines- 
cence, sans modifier de fagon importante le compose nucleotide intermediaire forme au niveau du support. 
A titre iliustratif, on peut indiquer par exemple que lorsque le compose nucleotide intermediaire est du NADH, 
on peutle reoxyderdans la solution par un systems enzymatique soluble tel que par exemple le systeme lactate 
deshydrogenase (LDH)-pyruvate, la reaction qui intervient est la suivante: 



LDH 

NADH + pyruvate ■ ■ > NAD + lactate 



55 En consequence, le milieu dans lequel on effectue le dosage contient tes constituants d'un systeme de 

destruction du compose nucleotide intermediaire, par exemple, dans le cas indiqu6 ci-dessus, de la LDH et 
du pyruvate. 

Les proportions relatives des differents constituants du systeme de dosage peuvent §tre deduites aisement 
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des exemples qui suivent. En tout etat de cause, il convient que Texces de marqueurs de detection ne soit pas 
superieur a environ 100 fois la quantity de cible. 

Selon un mode de realisation du proctdt de I'invention, a I'ttape 1°, (a stquence a analyser est substitute 
doublement, eventuellement au cours de ('analyse, par un premier substituant capable de se Her, directement 
5 ou indirectement, au support a) par une reaction d'aff initt et par un second substituant capable de se Her au 
conjugut b) par une reaction d'af finite. 

La double substitution de la sequence a analyser peut se fa ire par tout moyen connu tel que notamment 
"marquage chimique" ou "marquage enzymatique" de la sequence elle-mtme, ou encore hybridation avec une 
sonde AON ou ARN doublement substitute ou marqut e avec deux sondes ADN ou ARN, non complementaires 
10 Tune de I'autre, portant chacune un seul substituant, les substituants de la sonde unique doublement marquee, 
d'une part, et des deux sondes a un seul substituant, d'autre part, etant diffe rents. 

Le "second substituant" peutttre choisi notamment parmi la biotine, fa photobiotine, I'avidine, la strepta- 
vidine, un haptene tel qu'un groupe sulfone, acttoxy acttyl amino fluorene (AAF), fluorescein eou dinitropht- 
nol (DNP), notamment. 

15 Par example lorsque le "second substituant" est fa biotine ou fa photobiotine, te conjugut b) est avanta- 

geusement constitue de I'enzyme, par exemple une deshydrogtnase, capable de produire un compose nu- 
cleotide intermediate, et d'avidine ou de streptavidine. 

Au contraire, lorsque le "second substituant" est I'avidine ou la streptavidine, I'enzyme du conjugue b) est 
avantageusement conjugute avec la biotine ou la photobiotine. 

20 Par ailleurs, lorsque le "second substituant 1 est un groupe sulfone, AAF, fluoresceine ou DNP, I'enzyme 

du conjugut b) est avantageusement lite a des anticorps anti-ADN sulfone, anti-AAF, anti-fluoresceine, ou 
anti-DNP, respectivement. 

II va de soi que d'autres systemes, notamment plus complexes, faisant intervenir des reactions d'aff initt 
specif [que pourralent ttre imagines par I'homme du metier sans sortir du cadre de la prtsente invention. 
25 Le "premier substituant" a pour role d'amener la sequence d'ADN ou d'ARN doublement marquee, notam- 

ment sous forme hybridee, au voisinage immtdiat du support a) afin d'y "conf iner" ies diff6rentes reactions 
mises en jeu, a savok notamment : 

- la production par I'enzyme lite au premier substituant, d'une quantitt de nucleotide intermediate reduit, 
proportion neile a la quantitt de la stquence d'ADN ou d'ARN recherchee, et 

30 - la reaction substquente de bioluminescence dtpendante de cette quantitt de nucleotide intermediate. 

Le "premier substituant* peut tgalement etre choisi parmi la biotine, la photobiotine, I'avidine et la strep- 
tavidine, a condition qu'il n'y ait pas de risque de reaction croiste avec le "second substituant" ou le compose 
pour lequel il a une aff inite specif ique, present dans le milieu. 

Avantageusement, lorsque le "premier substituant" est la biotine ou Ea photobiotine, le support a) porte des 
35 groupes avidine ou streptavidine et lorsque le "premier substituant" est i'avidine ou la streptavidine, le support 
a) porte des groupes biotine ou photobiotine. Toutefois, des systtmes pius complexes faisant par exemple in- 
tervenir, outre Taff initt particuliere de type avidine-biotine, par exemple des reactions de type immunologique, 
peuvent £tre imagines et utilises. 

Lorsque le "premier substituant" est un haptene tel qu'un groupe f luoresctine, DNP, AAF ou sulfone par 
40 exemple, la fixation de la sequence d'ADN ou d'ARN doublement substitute sur le support peut se faire par 
('intermediate d'anticorps anti-haptene sptcifiques (anticorps anti-fluoresceine etc., selon le cas). 

Toutefois, selon un mode avantageux de realisation de I'invention, la fixation a lieu au moyen d'une double 
reaction de type immunologique, la premiere faisant intervenir des anticorps sptcifiques de i'haptene, prtsents 
dans le milieu et la seconde faisant intervenir la reaction de ces anticorps specif iques avec la proteine Aou 
45 un anticorps anti-y-globulines f ixe(e) sur le support. II va de soi que dans cette seconde hypothese, le systeme 
"second substituant"/ enzyme du conjugut ne doit pas faire intervenir d'anticorps susceptibles de se Her avec 
la prottine A ou ('"anticorps anti-y-globulines. 

Le proctdt de type "sandwich", a double substitution, decrit ci-dessus est applicable notamment ; 

- a la detection et au dosage d'une sequence d'ADN (ou d'ARN) "doublement marqu6e" par synthase, 
50 c*est-a-dire portant des substituants difftrents introduits par des techniques de synthtse d'ADN ou 

d'ARN modifie ; 

- a la detection et au dosage d'une sequence d'ADN (ou d'ARN) double brin, formte par hybridation de 
deuxstquences d'ADN (ou d'ARN) portant chacune un seul "marqueur" ou substituant ; cette mtthode 
peut ttre utilis6e notamment lorsque la sequence d'ADN (ou d'ARN) cible peut etre modif i6e chimique- 

55 ment ; la capture de cette stquence d'ADN (ou d'ARN) cible estalors realisee au moyen d'une sequence 

d'ADN (ou d'ARN) compltmentaire ou sonde "marquee" par un autre substituant ; 

- a la detection et au dosage d'une stquence nucltotidique particuliere, ou cible, apres hybridation au 
moins partielle de celle-ci avec deux stquences complementaires chacune d'une partie de la cible ma is 
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non compiementaires entre elles, et portant Tune le "premier substituant" et I'autre le "second substi- 
tuant". 

L'appfication de ce procede de type "sandwich'* est particulierement interessante en combinaison avec la 
technique d 'amplification de I'ADN (reference 7). Selon cette technique, deux oligonucleotides amorces ou "pri- 
5 mers" "flanquenf* le segment d'ADN a amplifier en s'hybridant aux brins opposes, apres denaturation. L'ex- 
tension de I'amorce par polymerisation se fait au moyen d'une polymerase, de preference une polymerase r6- 
sistante & la chaleur telle que la polymerase Tag decrite a la reference 7. Cette technique, comme if sera vu 
plus loin dans les exemples, peutavantageusementetre appliquee a la mise en evidence d'un gene particulier. 
Apres un certain nombre de cycles, on dispose d'un nombre de copies de la sequence recherchee suffisant 
10 pour permettre son identification, voire m&me son dosage, par le procede selon ^invention. 

Ainsi, selon un mode avantageux de realisation, le procede selon I'invention, sous sa forme de type 
"sandwich", comprend avant la mise en contact de I'hybride avec fe support a), le conjugue b) et les reactifs 
de bioluminescence, une serie de cycles de denaturation et d'amplification de I'ADN ou de TARN, au moyen 
d'une polymerase. 

15 Selon un autre mode de realisation du procede de I'invention utilisant une reaction d'hybridation de type 

"sandwich", le support a} porte une sequence nucieotidique capable de s'hybrider avec la sequence a analyser, 
compiementaire d'une partie de cette sequence et le conjugue b) est constitue d'une enzyme, notamment une 
deshydrog6nase, et d'une sequence nucieotidique, non compiementaire de la sequence portee par le support 
a) et compiementaire d'une partie de la sequence a analyser, de preference amplif iee. 

20 Selon encore un autre mode de realisation du procede de I'invention utilisant une reaction d'hybridation 

de type "sandwich", la sequence a analyser, de preference amplif iee, est marquee par un substituant presen- 
tant une af finite specif ique pour le substituant porte par le support a), et le conjugue b) est constitue d'une 
enzyme, notamment une deshydrog6nase, et d'une sequence nucieotidique compiementaire d'une partie de 
la sequence a analyser. 

25 Selon un autre mode de realisation du procede de I'invention faisant intervenir une reaction de type 

"sandwich", la sequence a analyser est multimarquee, de preference par amplification, le support a) porte des 
substituants presentant une af finite specif ique pour le marqueur de ladite sequence et le conjugue b) comporte 
egalement un substituant presentant une aff inite specrfique pour le marqueur de ladite sequence. 

Selon un autre mode de realisation, I'etape 1° du procede de I'invention fait intervenir une reaction de 
30 competition utilisant une sequence doubfement marquee par des substituants drfferents ou deux oligonucleo- 
tides compiementaires marques par des substituants differents, lesdits substituants differents presentant Tun, 
une aff inite specif ique pour le substituant specif ique porte par le support a) et I'autre, une aff inite specif ique 
pour la molecule specif ique du conjugue b). 

Dans ce cas la sequence a analyser ou cible n'est pas marquee et ('ensemble des sequences nucleotide 
35 ques est soumis a denaturation puis a une rehybridation. Lors de la mise en oeuvre de retape 4°, le signal 
\um\neux dlminue en fonction de la quantity de cible presente dans Je milieu. 

Les differents modes de realisation de I'invention sont expliques plus en detail dans les exemples non li- 
mitatifs qui suivent 

I'invention a egalement pour objet un reactif pour la mise en oeuvre du procede def ini ci-dessus. 

40 Un tel reactif est caracteris6 en ce qu'il se presente sous la forme d'un support presentant une surface 

poreuse et/ou fibreuse surlaquelle sont immobilises d'une part, les enzymes luciferase etoxydoreductased'un 
systeme de bioluminescence et d'autre part, un substituant capable de fixer, directement ou indirectement, par 
I'intermediaire d'au moins une reaction d'af finite ou par hybridation specif ique, une sequence nucieotidique. 
Ce support peut §tre par exemple la parol d'un tube dans lequei sera effectuee la reaction, ou une "Ian- 

45 guette" que Ton plonge dans la solution aqueuse ou est effectue le dosage. De preference cependant, il se 
pr6sente sous forme de microbilles, par exemple de Sepharose®. Ces microbilles peuvent avantageusement 
etre agglomerees sous forme de com prime enrobe, deiitable dans I'eau, ou se presenter sous forme de sus- 
pension dans I'eau. 

L'immobiiisation du substituant capable de fixer par aff inite ou hybridation une sequence nucieotidique et 
so des enzymes sur le support est de preference effectuee de facon covalente, sur la base des connaissances 
usuelles de Phomme du metier en cette matiere. Une description plus precise d'une telle fixation est donnee 
dans les exemples qui suivent. 

Selon un mode de realisation, I'entite capable de fixer par aff inite une sequence nucieotidique est un an- 
ticorps anti-y-globuiines, une proteine A ou I'avidine. 
55 selon un autre mode de realisation, I'entite capable de fixer par hybridation une sequence nucieotidique 

est un oligonucleotide compiementaire d'une partie de ladite sequence, ou sonde nucieique. 

Selon un mode tout particulierement pr6f6r6 de realisation, I'invention fournit un reactif, caract6ris6 en ce 
qu'il est constitue de microbilles d'agarose modif ie portant, fixes a leur surface sur les memes microbilles ou 
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sur des microbilles differentes, un anticorps anti-y-globulines, une proteine A, de f'avidine ou une sonde nu- 
cleique, une luctferase d'origine bacterienne et une oxydoreductase. 

Cette oxydoreductase est avantageusement la FMN oxydoreductase. 

L'invention a en outre pour objet un "necessaire" ou "kit" pour la mise en oeuvre du precede decrit ci-des- 

5 sus. 

Ce necessaire comprend ; 

- le reactif selon l'invention decrit plus haut, a I'abri de la lumiere, et 

- un f lacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se lier selectivement, 
par aff inite, avec un marquer de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence. 

10 La molecule capable de se lier selectivement par affinity peut etre un anticorps, Tavrdine, la biotine etc. 

Selon un mode particulier de realisation, le necessaire selon l'invention comprend : 

- un flacon contenant, a I'abri de la lumiere, des microbilles d'agarose modif ie, en suspension dans I'eau, 
ou sous forme de comprime delitable dans I'eau, munies a leur surface d'un anticorps anti-y-globulines 
ou d'une proteme A, d'une luciferase d'origine bacterienne et d'une oxydoreductase, 

15 - un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se lier selectivement, 

par aff inite, a un marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence, 

- un flacon contenant un anticorps specifique d'un autre marqueur de sequence nucleotidique, et 

- du tampon, du NAD ou du NADP, du FMN, un aldehyde a tongue chafne, un systeme capable de detruire 
le NADH ou le NADPH en solution, ainsi que le substrat de la deshydrogenase, 

20 Selon un autre mode particulier de realisation, le necessaire selon l'invention comprend : 

- un flacon contenant, a I'abri de la lumiere, des microbilles d'agarose modif ie, en suspension dans I'eau, 
ou sous forme de comprime delitable dans I'eau, munies a leur surface d'avidine ou de streptavidine, 
d'une luciferase d'origine bacterienne et d'une oxydoreductase, 

- un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se lier selectivement, 
25 par affinite, a un marqueur de sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence, et 

- du tampon, du NAD ou du NADP, du FMN, un aldehyde a long chafne, un systeme capable de detruire 
le NADH ou le NADPH en solution, ainsi que le substrat de la deshydrogenase, 

ft va de soi que le "necessaire" en question peut comprendre, selon le cas, d'autres constituants, notam- 
ment une ou plusieurs sondes. 
30 La composition des differentes variantes du " necessaire" selon l'invention peut se deduire aisement de 

la description qui precede et des exemples qui suivent. 

II va de soi que d'autres variantes du precede selon ^invention, faisant intervenir les memes principes, peu- 
vent etre imaginees par I'homme du metier sur la base de ses connaissances usuelles en la matiere, sans sortir 
du cadre de V'mvention. Dans ce contexte, on peut par exemple prevoir que I'enzyme capable de produire un 
35 compose nucleotide intermediaire soit f ixee sur la sequence qui sera liee au support a), sans intervention d'un 
conjugue b). 

MATERIEL ET METHODES 

40 1) Preparation des conjugues streptavidine, avidine ou anticorps/G6PDH 

8 pi d'une solution d'anhydride S-acetyJ mercapto succinique (SAMSA) 1CHM dans de I'acetonitrile, sont 
ajoutes a la proteine & coupler avec I'enzyme et placee dans de la glace (1 mg dans 300 uJ de tampon phosphate 
0,1 M f pH 7,4). Apres 30 min. a4°C, I'incubation estarretee par addition de 35 u.l d'hydroxyl amine 1M (NH 2 OH) 

45 et 5 *ii de dithiothreitol (DTE) (10- 1 M). La proteine thiolee est separee de i'exces de rSactifs par chromatogra- 
phie sur une colonne de substance derivee du dextrane, commercial isee sous la denomination Sephadex G- 
25 par la societe Pharmacia et equilibree avec du tampon PO^" 0,05 M, pH 6,4. 

1,4 mg de G6PDH sont mis en solution dans 500 ul de ce meme tampon, avec 50 \x\ de NADPH 10~ 2 M, 
50 u.l de G6P 3X10~ 1 M, 20 u.l d'EDTA 10~ 1 M. 20 a 40 ul d'ester N-hydroxysuccimidique du ma!6imido cyclo- 

50 hexane carboxylate (SMCC) 5X1 O-^M prepares dans du DMF sont ajoutes en deux fois au melange. L'incuba- 
tion dure 1 heure a temperature ambiante, puis I'exces de SMCC est eiimine par chromatographie sur une co- 
lonne de Sephadex G-25. 

La prot6ine de liaison thiolee et la G6PDH modif iee sont incubees ensemble pendant 2 heures a tempe- 
rature ambiante. Le melange reactionnei est concentre sur une membrane filtrante, telle que celie commer- 
55 cialisee par la societe AMICON sous la denomination Amicon® 30, a un volume final de200 jxl. Les conjugues 
de la G6PDH sont separes de I'enzyme fibre par chromatographie. 
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2) Preparation des immunoadsorbants bioluminescents : 

Les enzymes du systeme do bioluminescence utilises, luciferase et NADH [oil NADPH] r6ductase-FMN 
specif ique, appe!6e ci-apres FMN oxydoreductase d'origine bacterienne, sont pr6parees par culture de Be- 
5 neckea Harvey! selon le proced6 de A.R Farghaly (reference 1 1 ) et purif lees selon la methode de A. Gunsalus- 
Miguel et coll. (reference 12), telle que modifiee par T.O, Baldwin et coll. (reference 13). 

Le systeme luciferase-oxydoreductase est coimmobilise sur Sepharose® 4B avec un anticorps anti-y- 
globulines, ou avec I'avidine ou la streptavidine. 

Le Sepharose 4B active au bromure de cyanogene est lavd par 200 mi de HCf 10^M etmis en suspension 
10 dans 5 ml de pyrophosphate de potassium 0,1 M contenant 4 mg d'anticorps, d'avidine ou de streptavidine, 
2,5 mg de luciferase et 2 Ul/mi d'oxydoreductase. La solution est agitee toute une nuit a 4°C, puis le Sepharose 
est rinc6 par 200 ml de tampon pH 7,4 et conserve en presence de DTE 3XKHM. 

3) Detection des APNs ou ARNs doublement marques par bioiuminescence 

15 

La solution d'ADN ou d'ARN est incubee 30 min. a 30°C avec la G6PDH couplee a I'anticorps, I'avidine 
ou la streptavidine (1 mUl) et le support de capture (3 mg) sur lequel sont immobilisees les enzymes de lumi- 
nescence et la proteine permettant fa fiaison de I'ADN ou de TARN marque (proline A, anticorps, avidine par 
exemple). Apres addition des substrats FMN SXIO-^M, decanal 5 1Q-«M, NAD lO^M, G6P 10~ 3 M, pyruvate 
20 10- 3 M, LDH 1 a 5 Ul/ml en solution dans 1 ml de tampon pH 7,5 0,1 M, la luminescence est mesuree pendant 
10 s. 

4) Dosage d'ADNs doublement marques parsynthese 

25 a) On prepare un phage X marque par la biotine par reaction de nick translation en presence de biotine 11 

dUTP (reference 14) ou par marquage chimique par la photobiotine (reference 15). Le phage est ensuite 
modifie par une reaction de sulfonation (reference 16). 

b) On prepare un phage M13 modifte par reaction avec I'AAF (acetoxy acetyl amino fluorene) (reference 
1 7) et la photobiotine. 

30 Les ADNs ainsi obtenus sont captures sur un support de Sepharose portant des groupes avidine ou des 

anticorps anti-ADN sulfone et les enzymes de bioluminescence. 

Le dosage est realise dans un tampon 0,1 M Tris HCI pH 7,5 contenant 1 mUI de conjugue de la G6PDH 
et 2 mg du support mentionn6 ci-dessus, dans les conditions mentionnees en 3). 

35 5) Detection et dosage d'ADNs formes par hybridation de deux ADNs simplement marques. 

a) Phage X marqu6 par la biotine par reaction de nick translation ou en utilisant la photobiotine et phage 
X marque par une reaction de sulfonation. Les deux phages modifies sont ensuite hybrides en solution a 
differentes concentrations et dans un tampon de force ionique elev^e (NaCI 0,5 a 1 M), Un exces de I'ADN 

40 marqu6 par la biotine (50 ng) est utilise pour realiser I'hybridation avec I'ADN marqu6 par sulfonation. Les 

hybrides obtenus sont doses par bioluminescence en utilisant un support sur lequel est immobilise soit 
I'avidine soit un anticorps anti ADN sulfone. 

b) Phage M13 simple brin modifie par I'AAF et porteur d'un insert de pBR322 et phage M13 marquS par 
la photobiotine et contenant un insert comptementaire de I'insert precedent. La mesure de luminescence 

45 est realisee grace a un support "bioluminescent" sur lequel a ete immobilisee la proteine A permettant de 

lier I'anticorps anti-guanine-AAF. 

Cette m&hode est utilisable dans le cas ou I'ADN cible peut £tre modifie chimiquement, par exemple par 
sulfonation. La capture de PADN cible est realisee par une sonde marquee par une autre molecule, par exemple 
par un ADN biotinyle. 

50 

6) Dosage sandwich d'une cible 

a) Le premier modele concerne i'utilisation ^oligonucleotides. II est constitue d'un poly A servant de cible 
et de deux oligonucleotides de 15 bases (oligo dT). Ces deux oligonucleotides sont modifies de facon a intro- 
55 duire un groupement biotine ou un haptens comme la f luoresceine ou le DNP sur une extr6mite. La modification 
peut &tre realisee enzymatiquement ou chimiquement. 
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Marquage enzymatique 

Les nucleotides dUTP ou dATP portant un residu biotine ou NH 2 sur la base sont actuellement commer- 
cialises. La fonction aminee permet de coupler des haptenes comme Tisothiocyanate de fluoresceine ou le 
5 fluorodinitrobenzene. Ces nucleotides ainsi fonctionnalises sont ajoutes a I'extremite 3' de ('oligonucleotide 
grSce a Taction de la terminal transferase selon les conditions decrites a la reference 18 (2 a 4 bases peuvent 
etre introduites par oligonucleotide), 

Marquage chimique 

10 

Lors de la synthese des oligonucleotides un groupement NH 2 peut etre introduit en position 5' par reaction 
avec un amino ethyl ou hexyl phosphoram id ite (reference 19). ^oligonucleotide amine est ensuite couple a fa 
biotine ou a la fluoresceine par reaction avec un ester N-hydrosuccinimidique ou un derive de type isothio- 
cyanate (reference 20). Le couplage a une enzyme peut egalement etre realise en couplant Tester N-hydroxy- 
15 succimidique du maieimido benzoate a ToligonucI6otide. Uenzyme, sur iaquelle des r6sidus thiols ont ete in- 
troduits, est incubee pendant plusieurs heures avec Toligonucieotide modifie. Les p rod u its de reaction sont 
separes par chromatographie de type filtration sur gel. 

b) Dans le deuxieme modeie etudie, la cible a detecter est le pBR322 contenantun insert compose d'une 
sequence sp6cif ique d'un gene. Les sondes de capture sont constitutes par des phages M1 3 contenant le 

20 meme insert. La sonde de detection est le pBR322 dans lequel cet insert est absent (plasmide pKTH). Les 
phages M13 reconnaissent les deux brins de Tinsert tandis que le plasmide reconnait le reste de la cible. 

Les phages M1 3 sont marques chimiquement par TAAF tandis que le plasmide pKTH est biotinyie par nick 
translation. 

Le systdme de capture est un Sepharose®-proteine A permettant de retenlr un antfcorps anti-AAF et done 
25 de capturer les phages M13. La detection est assuree par le conjugue streptavidine-G6PDH qui reconnait la 
biotine du plasmide pKTH. 

c) Le troisieme modeie utilise par les inventeurs concerne Tanalyse de la partie hypervariable du gene 
codant pour Tantigene humain d'histocompatibilite. Ce fragment d'ADN estobtenu par amplification enzyma- 
tique en utilisant deux oligonucleotides decrits dans la litterature (reference 21). Les oligonucleotides sontfonc- 

30 tionnalises en position 5' par la biotine ou la fluoresceine. Le r6sultat de Tamplif icatlon est une molecule dou- 
blement marquee qui peut etre dos6e par bioluminescence. Dans ce modeie il est interessant de connaTtre la 
nature de la sequence amplif iee par une analyse plus fine grace a des oligonucleotides sp6cif iques. Les in- 
venteurs ont done synthetase ces oligonucleotides sondes couples a la fluoresceine, la biotine ou une enzyme 
et les hybrides correspondants ont ete dos6s par bioluminescence. 

35 

RESULTATS 

EXEMPLE 1: Phage doublement marque 

40 II est possible de detecter par le procede selon Tinvention toute molecule d'ADN sur Iaquelle deux mar- 

queues ont ete fixes. Avec un phage X doublement marque par la biotine et par sulfonation, on constate que 
remission de \umiere d^tectSe par un luminometre, par exemple celui commercialise par la societe LKB, est 
proportionnelle a la quanttte d'ADN doublement marque. 

La limite de detection de TADN de phage X est de 0,1 pg lorsqu'une base sur quarante est mod if iee soit 

45 par la biotine soit par sulfonation. 

EXEMPLE 2 : ADN forme par hybridation de deux ADNs marques 

Les possibilites de cette methode ont ete etudiees en utilisant des sondes constituees d'inserts clones 
so dans M13. En utilisant comme systeme de capture un exces de phage biotinyie, il est possible de detecter par 
hybridation des quantites de M13 marque par sulfonation, comprises entre 1 pg et 10 ng. 

EXEMPLE 3 : Dosage sandwich d'une cible 

55 1er modeie ; dosage d'une cible simple brin 

Le premier exemple d'un dosage sandwich a ete realise sur un modeie simple constitue par une cible sim- 
ple brin, le poly A, et deux oligonucleotides dT1 5. Des quantites variables de poly A sont incubees 30 min. avec 
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3 femtomoles de chacun de deux oligonucleotides marques respectivement par la biotine et par la fluoresceine 
dans 20 \i\ de tampon de force ionique elevee (NaCI 0,5 a 1 M). Apres hybridation, de l'avidine-G6PDH (1 mUl) 
etun anticorps antifluoresc6ine (dilution de Timmuns^rum 1/1000) sontajoutes et le melange est ensuite dilue 
et ajout6 a du Sepharose® (3 mg) sur lequel ont ete immobilisees les enzymes de luminescence et un anticorps 

5 anti-X-globulines. Les substrats des enzymes (NAD, G6P, FMN, decanal) sont ajoutes et la luminescence me- 
suree en presence de LDH et de pyruvate pour detruire I'exces de NADH produit par I'enzyme non Nee. 

On obtient un signal proportionnel a la quantite de poly A. En utilisant 3 femtomoles de chaque sonde, il 
est possible de detecter 0,3 pg de poly A, soit 30 attomoles de sequence de reconnaissance ou cible. Le dosage 
peut 6tre realist sans lavage, la suspension 6tant simplement diluee. II a 6te constats que des lavages suc- 

10 cessifs n'apportent qu'une faible amelioration de la sensibilite. 

2eme modele : dosage d'une cible double brin 

Le sensibilite diminueconsiderabiementlorsqu'on realise une reaction sandwich pour doser une cible dou- 
15 ble brin. En utilisant deux sondes M1 3 marquees par I'AAF (capture) et un piasmide marqu6 par la biotine (de- 
tection) ce systeme ne permet de detecter que des quantites de piasmide cible sup6rieures a 50 a 100 pg. 
Cette faible sensibilite provient notamment des faibles rendements d'hybridation. Du fait de cette faible sensi- 
bilite, la methode sandwich n'a pu Stre utilisee que pour detecter des cibles en quantites appreciates comme 
dans le cas de la reaction ^amplification par la polymerase. 

20 

3eme modele : dosage d'une cible double brin avec amplification 

Par amplification d'ADNs humains en utilisant comme amorces ou "primers" deux oligonucleotides mar- 
ques en position 5' par la biotine et la f luoresceine respectivement, il est possible d'obtenir suffisamment de 
25 cible doublement marquee pour realiser son dosage sur 0,1 a5\i\ des 100 |al du milieu d'ampNfication. La sen- 
sibility est tres elevee car la cible est amplif fee d'un facteur sup6rieur a 10 6 . 

Cette methode de dosage a ete appiiquee a Identification des porteurs d'une sequence particuliere pou- 
vant etre contenue dans le gene codant pour la chaTne legere de i'antigene humain d'histocomptabilite. 

Eile consiste a amplifier selon les conditions decrites a la reference 7 la partie du gene a analyser, puis 
30 une faible fraction, 1 a 5 % du milieu, est utilisee pour determiner la quantite de sequence doublement marquee 
obtenue par amplification. 1 a 5 (il de milieu est incube 30 min. avec 5 mUl de conjugue (avidine- ou anticorps- 
G6PDH), puis ajoutS a 3 mg de support bioluminescent sur lequel est immobilis6 un anticorps antrf luoresceine 
ou de Pavidine. La luminescence est mesuree apres addition des substrats et du systeme de destruction du 
NADH en exces (1UI de LDH + pyruvate). 
35 L'analyse plus fine de la sequence est realtsee avec amplification, en utilisant une sonde plus specif ique. 

En utilisant diffeYentes sondes et en dtudiant le rapport des signaux obtenus, il est possible de def inir la nature 
exacte de la sequence qui a et6 amplifiee. 

L'exemple ci-dessous a ete obtenu apres amplification d'ADN humain avec des oligonucleotides specif i- 
ques du gene codant pour une chaTne de I'antigene d'histocompatibilite. 
40 Deux ADNs humains ont ete amplifies dans 100 uj grace aux oligonucleotides "amorces" S1 et S2 qui per- 

mettent d'ampiif ier la partie du gene a eludier : 
Biotine HN - GATTTCGTGTGTACCAGTTTAAGGGC 
(oligo biotine S1) 

Fluoresceine S-C=N— CCACCTCGTAGTTGTGTCTGCA 
45 (oligo FITC S2) 

Note : FITC = isothiocyanate de fluoresceine. 

Apres amplification (30 cycles) on obtient une certaine quantite d'hybrides doublement marques qui peu- 
vent £tre doses par bioluminescence. 1 \i\ du milieu d'ampiif ication est incube avec le conjugue couple a I'en- 
zyme puis ajoute au support sur lequel sont immobilisees Tavidine (ou I'anticorps anti-fluoresc6ine) et les en- 
50 zymes de luminescence, 

Apres addition des substrats, la luminescence est mesuree. 

Les resultats obtenus peuvent 6tre compares a ceux obtenus apres amplification avec les sondes S2 et 
S3, S3 etant Toligonucleotide specif ique de la sequence etudiee (ou hybridation avec S3 marquee par une en- 
zyme). II est n^cessaire de savoirsi la sequence S3 representee ci-dessous est contenue dans le gene dans 
55 son integralite. 

Biotine-GGCGGCCTGTTGCCGAG (oligo biotine S3) 
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RE ?U ITAT? 



ADN 


16re Mesure 


26me Mesure 




(S1-S2) 


(S2-S3) 


AON 1 


31400 


7830 


ADN 2 


30400 


1910 


ADN NS* 


900 


720 



* ADN NS represente le "bruit de fond" de la methode. 



Ces resultats montrent : 
20 - la specif icite de ['amplification obtenue sur I'ADN humain ; 

- que I'ADN 2 ne contient pas exactement la sequence complementaire de i'oligonucleotide S3. Bien que 
pouvant donner lieu a la 1ere reaction d'amplification, la valeur de la 1ere mesure etant equivalente a 
celle obtenue avec I'ADN 1, il donne un signal plus faible avec I'oligonucleotide S3 (2eme mesure). En 
effetcet ADN 2 contient bien legene 6tudiS mats il possede une sequence diffe>ente de I'ADN 1 (3 bases 

25 sur les 17 de I'oligonucleotide sont differentes). 

La premiere mesure rend compte du rendement de ('amplification, la deuxieme traduitla specif icite de ('hy- 
bridation de S3. 

CONCLUSION 

30 

Les reactions de bioluminescence conf inees sur un support poreux permettent de realiser le dosage de 
fragments d'ADN ou d'ARN doublement marques, notamment par des haptenes ou par la biotine. Cette me- 
thode est utilisable pour le dosage de sequences specif iques marquees chimiquement (sulfonation, AAF, etc.) 
mais aussi pour realiser des dosages sandwichs d'une cible en utilisant deux oligonucleotides modifies en 5', 
35 notamment par amplification enzymatique de la cible. Dans la mesure ou J'exces de marqueurs de detection 
n'est pas superieur a environ 100 fois la quantite de cible, la methode ne necessite pas d'etape de separation. 

Etude de ['analyse par bioluminescence de sequences d'ADN obtenues par la reaction d'amplification cata- 
lysee par une polymerase. 

40 

La technique de bioluminescence a ete utilisee pour la detection ou le dosage de sequences d'ADN bi- 
ou monocatenaire, produites par une reaction d'amplification. Les analyses effectuees ont porte sur des se- 
quences dont la concentration dans le milieu est comprise entre 100 a 10000 pg/ml. 

Les modeles etudies sont des sequences d'un virus de papilloma humain ou des sequences du gene de 
45 I'antigene humain d'histocompatibiiite (HLA) de differents ADNs humains incorpores ou non dans un plasmide 
(voir a ce sujet I'exemple 3 r 3eme modele, dans ce qui precede). 

Les sequences etudiees ont ete obtenues par reaction d'amplification catalysee par la polymerase de Ther- 
mus aquaticus. Deux oligonucleotides amorces def inissent une sequence de 200 paires de bases. La reaction 
d'amplification est realisee dans 100 ul (20 a 30 cycles) a partir de differentes quantites d'ADN cible [10 fg 
so (femtogrammes) a 100 pg de plasmide correspondant a 10 3 a 10 7 molecules dans la prise d'essai, ou 1 u.g 
d'ADN humain purifie]. 

Le protocol e general utilise pour Tamplif ication est le suivant : 
dans un tube Eppendorf sont introduits : 

- 10 ul de tampon d'amplification constitue de Tris HCI 670 mM, pH 8,8, (NH 4 ) 2 S0 4 166 mM, MgCI 2 67 
55 mM, J3-mercaptoethanol 1G0mM, EDTA(acide ethylenediaminetetracetique) 67 mM, 1,7 g/l de gelatine, 

0,1% de Triton ® X100 et 5% de DMSO (dimethylsulfoxyde); 

- 10 vilde melange de dCTP, dGTP, dATP et dTTP, chacun 2 mM; 

- 1 ul d'ADN a une concentration de 1 ng/ul a 1ug/ul; 



11 



EP 0 362 042 B1 



- qsp 100 ul d'eau; et 

- 100 ul cThuile min^rale. 

Le tube est porte a ebullition pendant 5 min puis 2,5 Ul de Taq polymerase(Promega®)sont ajoutees et 
20 a 30 cycles d'incubation sont realises (1 min a 95°C, 1 min a 56°C et 2 min a 72°C pour chaque cycle). 
5 Le dosage par bioluminescence des sequences amplif iees peut etre realise selon differents procedes : 

- dosage sandwich 

- dosage par competition 

- multimarquage specif ique de la sequence a etudier, qui sont etudies et decrits dans les exemple 4 a 6 
qui suivent. 

10 

Exemple 4 - Dosage sandwich. 

Le dosage sandwich utilise un support sur lequel sont immobilises les enzymes de luminescence et un 
systeme de capture de I'ADN a doser. Un oligonucleotide marqu6 par une enzyme per met, par hybridation spe- 
15 cifique, de doser I'ADN immobilise. 

Pour le dosage sandwich, la reaction d'amplif ication est realisee en utilisantune quantite differente de cha- 
que amorce (1 picomole et 50 picomoles, respective me nt) af in de favoriser la formation d'ADN simple brin. 
L'amorce pr^sente en d6faut s'hybride plus difficilement, conduisant a une formation plus lente du brin comple- 
mentaire a celui que Ton veut doser (conditions "asymetriques"). 

20 

a) Phase oligonucleotide + ollgonucleotide-enzyme. 

Protocoie 

25 Deux oligonucleotides reconnaissant deux zones adjacentes du m£me brin d'ADN sont utilises. Un des 

oligonucleotides (A) est immobilise sur un support comme le Sepharose®, conjointement avec ies enzymes 
de luminescence (30 ug d'oligonucleotide, 5 mg de luciferase et 1 Ul d'oxydoreductase pour 1 g de Sepharose® 
active au (CNBr). L'immobilisation est realisee en utilisant par exemple du Sepharose activ6 par le bromure 
de cyanogene et un oligonucleotide portant en position 5' un groupement amine. La modification est realisee 

30 au cours de fa synthese de ('oligonucleotide en utilisant un analogue de base modifie ou un produit de modi- 
fication connu sous le nom d'Aminolink II ® (Applied Biosystem).Le deuxieme oligonucleotide (B) porte ega- 
lement en 5* une fonction amine ou une fonction thiol permettant le couplage d'une enzyme. Le couplage est 
realise selon les methodes connues decrites pour la preparation des conjugues proteiques (reaction d'un grou- 
pement mal6imide porte par ('enzyme avec un residu thiol porte par Toligonucleotide). Le conjugue oligonu- 

35 cieotide-enzyme (G6PDH) est purifie surcolonne d'echangeurd'ions et concentre sur membrane filtrante (Ami- 
con®30). II est important que les deux oligonucleotides ne presentent pas de complementarity afin d'eviter 
une liaison non specifique. 

Le dosage est realist en in cu bant simultanement a 37°C, de 1 a 3 heures, dans du tampon NaCI 0,15 M, 
Phosphate 0,1 M, pH 7,4 a 1%o de BSA(albumine serique bovine), en presence d'ADN de sperme de saumon 

40 a 10 ug/ml, 0,5 a 1 mg de Sepharose®-oligonucleotide, 0,1 mUl d'oligonucleotide-G6PDH et 1 a 20 ul de milieu 
d'amplif ication tel qu'obtenu comme decrit ci-dessus. 

La quantity de G6PDH Jiee au support est mesuree apres addition du reactif de luminescence (1 00 ml de 
tampon phosphate 0,1 M + 500 ul de FMN a 1 mg/ml + 500 ul de decanal a 2%o + 500 ul de NAD 2.10~ 1 M + 
500 ul de glucose-6P 6.10~ 1 M + 500 ul de pyruvate 6.10~ 1 M + 1 ul de LDH a 5 mg/ml). 

45 

Resulfats . 

Le tableau I qui suit montre les resultats obtenus (bioluminescence mesuree) avec differentes quantites 
de milieu d'amplif ication, en utilisant une sequence de virus de papillome humain dans un plasmide. 
so L'amplif ication a ete realisee, d'une part de facon symetrique, c'est-a-dire avec des amorces en quantites 

egales et, d'autre part de facon asymetrique, c'est-a-dire avec des quantites differentes des amorces, comme 
indique plus haut 



55 
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TABLEAU I 





volume 
■Oil) 


amplification 
symetrique 


amplification 
asymetrique 


10 


10 




8550 




5 


425 


8472 




1 


380 


4950 




0,5 


400 


2450 


15 


0,1 


246 


977 




0,025 


198 


390 




0 


186 


190 



Le tableau I montre que le signal obtenu estfonction de la quantite d'ADN produit par la reaction d'ampli- 
f ication. II montre egalement que I'amplif ication asymetrique (qu conduit a la formation d'un seul brin comple- 
mentaire de la sonde) permetd'obtenirdessignaux plus importants que Tarn pi if ication symetrique et une corre- 
lation peut etre etablie (par exemple au moyen d'une courbe) entre la quantite d'ADN amplifie et Pintensite de 
25 luminescence mesuree. 

Le tableau II qui suit montre les resultats obtenus avec des amplifications realisees avec differentes quan- 
tity d'ADN cible (sequence de virus de papillome humain dans un plasmide). 



TABLEAU II 

30 





picogrammes 


amplification 


amplification 




ADN 


symetrique 


asymetrique 


35 


100 


2045 


5280 




1 


2580 


1900 




0,1 


1600 


1223 


40 


0,01 


563 


214 




0 


320 


105 



On constate qu'une meilleure linearite de la reponse en fonction de la quantite de cible est obtenue lorsque 
45 les amplifications sont realisees en utilisant un des oligonucleotides amorces en quantite limitante afin de ge- 
nerer un ADN amplifie simple brin . 

Dans ces conditions il es possible, apres 30 cycles d'amplif ication, de detecter moins de 1000 molecules 
d'ADN viral et d'obtenir une reponse lineaire en fonction de la quantite d'ADN cible. La specif icite du dosage 
est apportee par la reaction d'ampl if ication mais aussi par les deux reactions d'hybridation. En effet, bien que 
50 le protocole de dosage n'utilise pas d'etape de lavage, on obtient une bonne specif icite de la reaction d'hybri- 
dation car ^oligonucleotide marque par Penzyme est utilise en concentration faible (10~ 12 M). En presence de 
1 u.g d'ADN non specif ique, il est possible de detecter moins de 100 pg de (a sequence amplifiee. 

b) phase streptavidine + oUgonucleotide-enzyme. 

55 

La sensibilite du dosage des sequences amplifiees peut Stre augmentee si la capture de la sequence am- 
plifies est reallsee directement par liaison sur une phase streptavidine . 
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Protocofe 

La reaction d'amplification est effective avec un oligonucleotide amorce biotinyle en 5\ en exces par rap- 
port a I'autre oligonucleotide amorce . Apres amplification, 10 \i\ du milieu d'amplification sont incubes 1 a 3 
5 heures avec ('oligonucleotide marque parl'enzyme et 1 mg de Sepharose®-streptavidine-luciferase-FMN oxy- 
doreductase (5 mg de streptavidine, 5 mg de luciferase et 1 Ul de FMISI oxydor^ductase pour 1 g de Sepharo- 
se®). Les protocol es d'incubation et de mesure sont identiques a ceux pr6cedemment decrits . La liaison au 
Sepharose® est dans ce cas realtsee par liaison de I'ADN biotinyle a la streptavidine, au lieu d'utiliserune reac- 
tion d'hybridatlon . 

10 Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau III qui suit. 



TABLEAU III 



f5 


volume 
mileu 
d'amplification 


amplification 
sym^trique 


amplification 
asym^trique 


20 


5 


1620 


12510 




1 


1200 


6200 




0,5 


820 


3600 


25 


0,05 


340 


451 




0 


192 


187 



Le tableau III montre les resultats obtenus avec diffe rents volumes d'amplification d'une sequence degene 
30 d'un virus de papillome humain . La sensibility obtenue est plus importante mais la specificity est diminuee 
par la liaison au support de tous les fragments d'ADN biotinyles. D'autre part, afin d'eviter une saturation du 
support, la quantity de milieu d'amplification a doser doit £tre inferieure a 1 0 ul. 

Exempt e 5 : dosage par competition 

35 

Le principe du dosage par competition repose sur ('hybridation d'un ADN doublement marqu6 avec un ADN 
a doser non marque. L'hybridation conduit a la disparition d'une molecule doublement marquee et done a la 
disparition du signal de luminescence. 

40 Protocole 

L'ADN doublement marque est prepare par amplification enzymatique en utilisant des oligonucleotides 
amorces marques en position 5* par la biotine ou la fiuoresceine. La sequence produite par amplification est 
marquee surchaque brin. Apres amplification, ia molecule doublement marquee est purifiee par chromatogra- 
45 phie ou par electrophorese. 

La molecule doublement marquee peut etre egalement constitute par deux oligonucleotides complement 
taires, marques Tun par la biotine et I'autre par la fiuoresceine. 

Ces molecules doublement marquees, en presence de molecules homologues mais non marquees, sont 
soumises a une denaturation par la chaleur et rehybridees pendant deux heures. 
50 Le dosage de la molecule doublement marquee est realist par bioluminescence en utilisant un immunoad- 

sorbant luminescent (5 mg d'anticorps anti-fluorescelne, 5 mg de Iucif6rase et 1 Ul de FMN oxydoreductase 
par g de Sepharose®). Les tampons d'hybridations et de mesure du signal lumineux sont les mSmes que pr6- 
cedemment . Le marquer enzymatique, a savoir la G6PDH, est couple a la streptavidine. Cette proteine se lie 
a la biotine, tandis que la fiuoresceine permet de retenir Phybride sur I'immunoadsorbant. 

55 

RSsultats 

En i'absence de molecules homologues non marquees, la renaturation est pratiquement complete . Par 
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contre, en presence de sequences homologues d'ADN non marque, la rehybridation conduit a la disparition 
de la molecule doublement marquee ainsi qu'en temoigne le tableau IV qui suit. 

Dans ce cas, una sequence ADN, de 140 paires de bases (10fmoles), marquee auxdeux extremites 5' par 
la biotine et la f luoresceine respectivement, est denatures et rehybridee en presence de differentes quantites 
5 de sequences amplif iees homologues, non marquees. 



TABLEAU IV 



10 


volume de milieu 
d'amplification (u.l) 


Signal 
(mvol ts ) 




2 


156 




1 


199 


15 


0,5 


228 




0,25 


311 




0,125 


404 


20 


6 


1300 




t£moin 


1350 



Etude de I'hybridation de deux oligonucleotides complementatres en presence de sequences amplif iees de 
25 differentes longueurs: 

la sonde t£moin est le resultat de ['hybridation de deux oligonucleotides complementaires marques, I'un 
par la biotine et I'autre par la fluoresce ine. 

30 Principe: 

biotine 

20 bases FITC + X bases 

35 sonde temoin oligonucleotide non marque 

R6sultats 

40 

blanc (support luminescent + streptavidine-<G6PCH) 400 mV 

sonde t£moin non denaturee (10 fmoles) 6927 mV 

sonde terrain denaturee et rehybridee 6695 mV 

45 •< » 

+ 100 fmoles d' oligonucleotide non marque (20 pb) . . . .865 mV 
+ 100 frooles d' oligonucleotide non marque (64 pb) . . . 1968 mV 
' + fmoles d" oligonucleotide non marque (96 pb) . . . 34 9 8 mV 

so + 10 0 fmoles d' oligonucleotide non marque ( 140pb) . . . 3724 mV 

note : FITC = isothiocyana t e de fluoresceine 
pb = paires de bases 

55 Les resultats obtenus montrent que I'utilisation d'une sonde ADN marquee sur chaque brin permet de r6a- 

liser un dosage d'un ADN homologue non marque . Pour obtenir la meilleure sensibilite possible, il est neces- 
saire que PADN marque (sonde) et I'ADN a doser soient de tailles identiques. L'utilisation d'oligonucleotides 
marques conduit ainsi a un depiacement plus faible qu'avec des sequences obtenues par amplification. 
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Exemple 6 : multi-marquage specifique de la sequence amplifiee : 



L'utilisatlon d'oligonucieotldes marques differemment pour produire des sequences doublement marquees 
vient d'etre d6crite. Ce systems se heurte a un probleme de sp6cif icite car la reaction d'amplification genere 

5 des sequences doublement marquees no n specif iques. Ces sequences sont produites par hybridations non 
specif iques des oligonucleotides marques et, pour les eliminer, il est necessaire de realiser une etape chro- 
matographique ou une electrophoreses Sans cette etape, il est possible de trouver des conditions qui diminuent 
la production non specifique (temperature elevee, faible concentration en oligonucleotides) mais la sensibility 
de la methode reste faible et ce type de marquage n'est applicable que pour I'etude comparative permettant 

10 de detecter la presence de mutations ponctuelles ou pour realiser un typage comme decrit a I'exemple 3, 3eme 
modele ci-dessus, mais en aucun cas pour !e depistage de virus car aiors le "bruit de fond" doit etre le plus 
faible possible. 



Principe du multi-marquage specifique de la sequence amplifiee 

15 

La reaction d'amplification enzymatique (PCR) permet de produire un grand nombre de copies d'une cible 
donnee, cependant i) est possible de produire des fragments de plus petites tailles, du fait de ('hybridation non 
specifique des oligonucleotides utilises comme amorces de la reaction . De ce fait, I'identif ication des produits 
d'amplification necessite soit une separation par electrophorese, soitune hybridation specifique avec une son- 

20 de marquee pour quantifier la quantity de cible amplif iee . Le dosage propose utilise une base modif iee (dUTP- 
biotine, dATP-biotine ou DUTP-digoxigenine) a une concentration telle que, lors de la reaction d'amplification, 
seulement deux molecules marquees soient incorporSes dans la sequence specif ique.En general, les sequen- 
ces non specif iques sont le resultat d'hybridations entre les amorces et de ce fait les sequences non specif i- 
ques sont plus courtes que la sequence a etudier. La probability de double marquage de sequences non spd~ 

25 cif iques par la base modif iee est done reiativement plus faible. 

Le tableau V ci-dessous donne les valeurs theoriques du pourcentage d'incorporation de plusieurs nucleo- 
tides biotinyles (dUPT-biotine) dans des sequences d'ADN . 

La sequence non specifique est constitute des oligonucleotides amorces qui peuvent s'hybrider entre eux 
et permettre ainsi ('elongation d'un maximum de 20 paires de bases. La sequence specifique, dans le cas etu- 

30 die, est de 200 paires de bases. Le rapport dTTP/dUTP-biotine est egal a 50 et on considere que ('analogue 
brotinyle est reconnu par Penzyme deux fois moins bien que le nucleotide nature!. 



TABLEAU V 



Groupes biotine 
i nc or pores 


elongation de 
20 paires de bases 


Elongation de 
200 paires de bases 


marquage 
non specifique 


2 


0,420% 


18,49% 


2,2% 


3 


0,012% 


6,10% 


0,19% 


4 


<0,001% 


1,49% 


0,013% 


5 


<0 / 001% 


0,29% 


<0,001% 


Total 


0,434% 


26,50% 


1,6% 



55 La valeur de multi-marquage non specifique ainsi obtenue est de I'ordre de 1% si on considere que les 

quantites de sequences produites sont identiques. 

Le dosage des sequences doublement marquees est realise par une adsorption preafable sur du Sepha- 
rose®-avidine (ou streptavidine)-luciferase-oxydor6ductase (voir "preparation des immunoadsorbants biolumi- 
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nescents"). Du fait de ('immobilisation de la sequence sur le Sepharose®, une seuie biotine par molecule de 
sequence se lie a I'adsorbant . Le milieu contient du dUTP-biotine libre reagissant plus rapidement que la bio- 
tine de I'ADN immobilise. Apres reaction, un conjugue streptavidine-G6PDH reagit avec la biotine restee libre, 
done la biotine portee par une sequence d'ADN deja immobilises . La deshydrogenase ainsi liee a I'ADN se 
5 trouve a proximite de la luciferase et, en presence de reactif de luminescence, la production de NADH par cette 
deshydrogenase conduit a une emission de lumiere. Le NADH produit en solution est immediatement reoxyde 
par le systeme lactate deshydrogenase-pyruvate et ne participe pas a la reaction de luminescence. 

La specif icite du dosage est apportee par te multi-marquage de la sequence etudiee. L'ADN genomique 
est egalement marque par !a biotine mais la repartition est faite au hasard et en fait peu de sequences non 
10 specif iques sont marquees plusieurs fois si on utilise de faibles concentrations de dUTP-biotine. 

La detection ne necessite aucune etape de separation, car la biotine en exces est masqu&e par I'adsorbant, 
et peut etre reaiisee directement sur 0,1 a 10 ul du milieu d'amplification . 

Protocole : 

15 

Le milieu d'amplification est obtenu comme decrit precedemment (protocole general), si ce n'est que 10 
uJ d'eau sont remplaces par 10 pJ de dUTP-biotine 0,05 a 0,1 mM. 

La detection peut etre reaiisee directement sur le milieu d'amplification en utilisant un volume de 2 uJ ou 
moins de ce milieu af in d'eviter de saturer le support "Sepharose®-avidine (ou streptavidine)" qui est prepare 
20 par coupiage a 1g de Sepharose® active par le bromure de cyanogene de 3 mg d'avidine (ou de streptavidine), 
5 mg de luciferase et 1 Ul de FMN oxydor£ductase . 

1 mg de "Sepharose®-streptavidine" est incube avec 1 u.l de milieu d'amplification pendant 30 min et 1 
heure avec 0,3 mUl de streptavidine-G6PDH . Apres incubation, 500 ul de reactif de bioluminescence sont 
ajoutes (NAD 10-* M, G6P 3.10- 3 M, pyruvate 3.1 M, FMN 10- 6 M, decanal 6.1 0-« M et 30 mUl/ml de LDH 
25 dans du tampon phosphate 0,1 M). La luminescence de chaque tube est mesuree pendant 10s. 

Resultats ; 

Differentes quantites d'une sequence d'ADN specif ique ont ete amplifies en presence de 1 ^ig d'ADN 
30 non specif ique. Le tableau VI montre les resultats obtenus avec un rapport dTTP/dUTP-biotine = 50. L'ADN 
non specif ique donne un "blanc" legerement superieur au blanc sans ADN. Toutefois, en realisant le dosage 
avec 1 ul, la limite de detection obtenue apres 30 cycles d'amplification est inferieure a 1000 molecules de 
sequence cible. 

35 

TABLEAU VI 



40 


molecules 


blanc 


103 


10 4 


2.10 s 


10 6 


5.106 




Signal 


190 


400 


550 


800 


990 • 


1190 




( mvolts) 















45 



Cette technique est d'autant plus specif ique et sensible que la sequence amplifiee est plus longue. L'al- 
longement de la sequence amplifiee, par exemple au-defa de 1000 paires de bases, ce qui est possible en 
utiiisant les met nodes d'amplification actuellement connues, per mettrait done d'augmenter sa specif icite et sa 
so sensibilite . 

En resume, la met node d'analyse par bioluminescence selon I'invention per met de realiser, sans etape 
de separation, differentes analyses (dosage et/ou detection) de sequences d'acides nucleiques. Cette met no- 
de est particulierement adaptee a la detection de sequences produites par amplification . Des resultats quan- 
titatifs sont obtenus par les drfferents procedes decrits. Ces proc6des peuvent Stre appliques a la detection 
55 de particules virales ou de bacteries mais aussi pour identifier des mutations ou des variations alleliques du 
genome humain (maladies hereditaires, oncogenes, typage HLA). 

Le dosage sandwich est adapte au dosage de virus et bacteries car il presente de bonnes specif icite et 
sensibilite. 
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Le dosage par competition ne necessite pas de produire des ADN simples brins si la sonde est homologue 
a la sequence a doser. 

Cette meihode est interessante pour etudier les variations alleliques car elle permet de travailler dans des 
conditions d'equilibre permettant de comparer I'association de differentes sondes. 
5 Le dosage par multimarquage est adapts a la detection de virus et bacteries, cette methode est plus rapide 

que lea precedentes car le marquage est realise tors de la reaction d'amplification. Elle necessite cependant 
que la reaction d'amplification produise une sequence specif ique d'au moins 200 paires de bases. Elle ne per- 
met pas d'etudier la nature de la sequence amplif iee et ne peut pas etre uttlisee pour I'identif ication de muta- 
tions ponctuelles. 

10 
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Revendlcatlons 

1. Precede d'analyse d'une sequence specif ique d'ADN ou d'ARN, caracteris6 en ce qu'il comprend les eta- 

40 pes consistant, en utilisant : 

a) un support presentant une surface poreuse et/ou fibreuse sur laquelle sont immobilises d'une part, 
les enzymes luciferase et oxydorecluctase d'un systeme de bioluminescence et d'autre part, un subs- 
tituant capable de fixer, directement ou indirectement, par Pintermediaire d'au moins une reaction d'af- 
finite ou par hybridation specif ique, une sequence nucleotidique, 

45 b) un conjugue d'enzyme comprenant une enzyme capable de produire un compose nucleotide inter- 

mediatre, utilisable par I'oxydoreductase du systeme de bioluminescence, pour conduire a remission 
d'un signal de bioluminescence et d'une molecule capable de se lier par aff inite avec un marqueur de 
sequence nucleotidique ou de s'hybrider avec une telle sequence, et 

c) une solution aqueuse comprenant les substrats de Tenzyme du conjugue, les constituants du sys- 
so teme de bioluminescence autres que les enzymes et le compose nucleotide intermediaire, ainsi que 

les constituants d'un systeme de destruction du compose nucleotide intermediaire produit par Tenzyme 
dudit conjugue non relive au support, a 

-1° selon une premiere etape comportant trois modes de realisation : 

- soitmettre un echantillon contenantt'ADN ou I'ARN a analyser, eventuellement amplif ie, au moins 
55 doublement marque par marquage chimique ou enzymatique avant Panalyse, par marquage 

synthetique au cours de I'ampl if ication ou par hybridation avec une ou plusieurs sondes specif i- 
ques, en contact, simultanement ou successivement, avec un support a) et un conjugue b) ap- 
propries, 
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- soit mettre un echantillon contenant I'ADN ou TARN a analyser, de preference amplif i6, non mar- 
que, en presence de sequences homologues d'ADN ou d'ARN, de preference amplifies, dou- 
blement marquees et soumettre Tensemble a d6naturation puis a rehybridation, et mettre le me- 
lange obtenu en contact, slmultanement ou success ivement, avec un support a) et un conjugue 
b) appropries, 

- soit mettre en contact, simultanement ou successivement, d'une part un echantillon contenant 
I'ADN ou VARN a analyser, de preference amplif i6, avec un support a) portant une sequence nu- 
cleotidique complementaire d'une partie dudit ADN ou ARN, cette sequence pouvant etre fix6e 
sur le support au cours de I'analyse, par reaction d'affinit6 specif ique entre un substituant dudit 
suport et un substituant porte par un oligonucleotide presentant une affinity specifique pour (edit 
substituant du support et, d'autre part un conjugue d'enzyme b) dans lequel I'enzyme est conju- 
guee a une sequence nucleotidique complementaire d'une autre partie dudit ADN ou ARN et non 
complements ire de la sequence nucleotidique portee par le support, 

-2° mettre I'ensemble obtenu sous 1° en presence d'un exces de la solution c) ; 
-3° iaisser reposer jusqu'a obtention d'un signal stable; puis 
-4° mesurer la lumiere 6mise; et 6ventuellement 

-5° determiner, a I'aide d'un systeme d'etalonnage, la quantite de sequence a doser dans Techantillon 
etudie, a partir de la mesure effectuee sous 4°. 

Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que !e support a) est constitue d'un polymere osidique 
tel que ('agarose ou un agarose modifie, d'acrylamide, d'un copolymere acrylique, de verre poreux ou 
d'une matidre fibreuse. 

Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 

- I'enzyme du conjugue b) est la glucose-6-phosphate deshydrogenase ; 

- le compose nucleotide intermediate est le NADH ; 

- la luciferase est la luciferase de B. Harveyi qui est f ixee sur le support a), notamment a base d'aga- 
rose, en presence de Toxydoreductase correspondante; et 

- la solution c) comprend, en tant que reactifs, du giucose-6-phosphate, du NAD, du FMN, un aldehyde 
a longue chatne tel que le decanal, de la LDH et du pyruvate. 

Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 3, caract6ris6 en ce qu'il utilise une reaction de type "sandwich" 
et en ce qu'a retape 1°, la sequence a analyser est substituee doublement, eventuellement au cours de 
Tanalyse, par un premier substituant capable de se Her, directement ou indirectement, au support a) par 
une reaction d'aff inite, et par un second substituant capable de se lier au conjugue b) par une reaction 
d'af finite. 

Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caract6ris6 en ce qu'il utilise une reaction de type "sandwich" 
et en ce qu'il comprend, avant la mise en contact de Phybride avec le support a), le conjugue b) et les 
reactifs de bioluminescence, une s6rie de cycles de denaturation et d'amplification de TADN ou de I'ARN, 
au moyen d'une polymerase. 

Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il utilise une reaction d'hybridation de 
type "sandwichTet en ce que le support a) porte une sequence nucleotidique capable de s'hybrider avec 
la sequence a analyser, complementaire d'une partie de cette sequence et le conjugue b) est constitue 
d'une enzyme, notamment une deshydrogenase, et d'une sequence nucleotidique, non complementaire 
de la sequence portee par le support a) et complementaire d'une partie de la sequence a analyser, de 
preference amplifi6e. 

Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il utilise une reaction d'hybridation de 
type "sandwich" et en ce que la sequence a analyser, de preference amplif iee, est marquee par un subs- 
tituant pr6sentant une affinite specif ique pour le substituant porte par le support a), et le conjugue b) est 
constitue d'une enzyme, notamment une deshydrogenase, et d'une sequence nucleotidique complemen- 
taire d'une partie de la sequence a analyser. 

Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 3, caract6ris6 en ce qu'il fait intervenir une reaction de type 
"sandwich" et en ce que la sequence a analyser est multimarqu6e, de preference par amplification, le sup- 
port a) porte des substituants presentant une affinite specifique pour le marqueur de tadite sequence et 
le conjugue b) comporte egalement un substituant presentant une affinite specifique pour le marqueur 
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de ladite sequence. 

9. Precede selon I'unedes revendications 1 a 3, caracterise en ce que retape 1° fait intervenir une reaction 
de competition utilisant une sequence doublement marquee par des substituants d if fe rents ou deux oli- 
gonucleotides compi6mentaires marques par des substituants differents, lesdits substituants differents 
presentant Tun, une affinite specif ique pour ie substituant specif ique porte par le support a) et I'autre, 
una affinite sp6cif ique pour ia molecule specif ique du conjugue b). 

10. R6actif pour la mise en oeuvre du precede" selon Tune des revendications 1 a 9 t caracterise en ce qu'il 
se prSsente sous la forme d'un support presentant une surface poreuse et/ou fibreuse sur laqueile sont 
immobilises d'une part, les enzymes luciferase et oxydoreductase d'un systeme de biolumtnescence et 
d 'autre part, un substituant capable de fixer, directementou indirectement, par I'intermediaire d'au moins 
une reaction d'aff inite ou par hybridation specif ique, une sequence nucieotidique. 

11. Reactif selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est constitue de microbiiles d'agarose modifie 
portant, f ix6s a leur surface sur les memes microbiiles ou sur des microbiiles differentes, un anticorps 
anti-y-globulines, une proteine A, de t'avidine ou une sonde nucieique, une luciferase d'origine bacterien- 
ne et une oxydoreductase. 

12. N6cessaire pour la mise en oeuvre du precede selon Tune des revendications 1 a 9, comprenant : 

- le reactif selon la revendication 10 ou 11, a I'abri de ia lumidre, et 

- un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se Her seiecti- 
vement, par affinite, avec un marqueurde sequence nucieotidique ou de s'hybrider avec une telle 
sequence. 

13. Necessaire selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il comprend : 

- un flacon contenant, a I'abri de la iumiere, des microbiiles d'agarose modifie, en suspension dans 
I'eau, ou sous forme de comprime deiitable dans I'eau, munies a leur surface d'un anticorps anti-y- 
globulines ou d'une proteine A, d'une luciferase d'origine bacterienne et d'une oxydoreductase, 

- un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se lier seiecti- 
vement, par affinite, a un marqueur de sequence nucieotidique ou de s'hybrider avec une telle se- 
quence, 

- un flacon contenant un anticorps specif ique d'un autre marqueur de sequence nucieotidique, et 

- du tampon, du NAD ou du NADP, du FMN, un aldehyde a longue chaTne, un systeme capable de de- 
truire le NADH ou le NADPH en solution, ainsi que le substrat de ia deshydrogenase. 

14. Necessaire selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il comprend : 

- un flacon contenant, a I'abri de la Iumiere, des microbiiles d'agarose modifie, en suspension dans 
I'eau, ou sous forme de comprime deiitable dans Peau, munies a leur surface d'avidine ou de strep- 
tavidine, d'une luciferase d'origine bacterienne et d'une oxydoreductase, 

- un flacon contenant un conjugue de deshydrogenase et d'une molecule capable de se lier seiecti- 
vement, par affinite, a un marqueurde sequence nucieotidique ou de s'hybrider avec une telle se- 
quence, et 

- du tampon, du NAD ou du NADP, du FMN, un aldehyde a long chaTne, un systeme capable de detruire 
le NADH ou le NADPH en solution, ainsi que le substrat de la deshydrogenase. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Analyse einer spezifischen DNA- Oder RNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, dafi es un- 
ter Verwendung 

a) eines Tragers, welcher eine porose und/oder faserige OberflMche aufweist, auf der zum einen die 
Enzyme Luciferase und Oxidoreduktase eines Biolumineszenzsystems und zum anderen ein Substi- 
tuent, der vermittels mindestens einer Aff in itatsreaktion oder uber eine spezifische Hybridisierung zur 
direkter oder indirekter Fixierung einer Nucieotidsequenz befShigt ist, immobilisiert sind, 

b) eines Konjugats aus einem Enzym, das ein zur Produktion einer von der Oxidoreduktase des Bio- 
lumineszenzsystems verwepdbaren Nucleotid-Zwischenverbindung befShigtes Enzym enthalt, urn die 
Emission eines Biolumineszenzsignals zu bewirken und aus einem MolekGI, das zur affinen Bindung 
mit einem Nucieotidsequenzmarker oder zur Hybridisierung mit einer sofchen Sequenz befahigt ist, und 
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c) einer wassrigen LGsung mit den Substraten des Enzyms des Konjugats, den Bestandteilen des Bio- 

lumineszenzsystems mit Ausnahme der Enzyme und der Nucleotid-Zwischenverbindung, ebenso wie 

den Bestandteilen elnes Abbausystems fur die von dem nfcht an den TrSgergebundenen Enzym dieses 

Konjugats gebildete Nucleotid-Zwischenverbindung, 

die Schritte umfa&t, bestehend aus 

-1 . Einem ersten Schritt in drei AusfOhrungsformen: 

- Entweder in Kontaktbringen mit einer die zu analysierenden DNAoder RNAenthaltenden Probe 
gieichzeitig Oder nacheinander mit einem geeigneten Trager a) und einem geeigneten Konjugat 
b), wobei die Probe gegebenenfalls amplif iziert ist, zumindest aber doppelt markiert mittels che- 
mischer oder enzymatischer Markierung vor der Analyse, mittels synthetischer Markierung im 
Verlaufe der Amplif ikation oder mittels Hybridisierung mit einer oder mehreren spezifischen Son- 
den, 

- oder Zusammenbringen einer die zu analysierende DNAoder RNA enthaltenden, vorzugsweise 
amplifizierten, nicht markierten probe mit homologen, vorzugsweise amplif izierten, doppelt mar- 
kierten DNA- oder RNA-Sequenzen, das ganze einer Denaturierung unterziehen und darauf einer 
Rehybridisierung, und in Kontaktbringen der erhaltenen Mischung, gieichzeitig oder 
nacheinerander, mit einem geeigneten Trager a) und einem geeigneten Konjugat b), 

- oder in Kontaktbringen, gieichzeitig oder nacheinander, einerseits einer die zu analysierende, 
vorzugsweise amplif izierte DNAoder RNAenthaltenden Probe mit einem Trager a), weicher eine 
zu einem Abschnitt dieser DNAoder RNA komplementare Nucleotidsequenz trSgt, wobei diese 
Sequenz wahrend der Analyse uber eine spezifische Affinitatsreaktion zwischen einem Substi- 
tuenten dieses TrSgers und einem auf einem Oligonucleotid sitzenden Substituenten mit spezi- 
fischer Affinitat zu diesem Tragersubstituenten an den Trager fixiert werden kann, und anderer- 
seits ein Enzymkonjugat b), in welchem das Enzym mit einer Nucleotidsequenz konjugiert ist, wei- 
che zu einem anderen Abschnitt der DNA oder RNA komplementar und zu der auf dem Trager 
sitzenden Nucleotidsequenz nicht komplementar ist; 

-2. Zusammenbringen des unter 1. erhaltenen Komplexes mit einem Oberschuft von Losung c); 
-3. Ruheniassen bis zum Erhalt eines stabilen Signals; sodann 
-4. Messen des ausgesendeten Lichts und gegebenenfalls 

-5. Bestimmen der in die untersuchte Probe gemaR der Messung nach 4. zu dosierenden Sequenz- 
menge mit Hilfe eines Eichsystems. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc der Trager a) aus einem osidischen polymer 
wie Agarose oder modifizierter Agarose, aus Acrylamid, aus einem Acrylcopolymeren, aus porosem Glas 
oder einem faserigen Material aufgebaut ist. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 or 2, dadurch gekennzeichnet, dad 

- das Enzym des Konjugats b) Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase ist; 

- die Nucleotid-Zwischenverbindung NAD H ist; 

- die Luciferase eine Luciferase aus B. Harveyi ist, welche auf dem Trager a), insbesondere auf Basis 
von Agarose, in Gegenwart der entsprechenden Oxidoreduktase fixiert ist; und 

- die Losung c) als Reagenzien Glucose-6-phosphat, NAD, FMN, einen langkettigen Aldehyd wie De- 
kanal, LDH und Pyruvat ent halt. 

Verfahren nach jedem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft eine "Sandwich"- Reaktion an- 
gewandt wird und dafi im ersten Schritt die zu analysierende Sequenz zweifach substituiert wird, gege- 
benenfalls im Verlauf der Analyse, und zwar mittels eines ersten Substituenten, weicher befahigt ist, sich 
direkt oder indirekt an den TrSger a) mittels einer Affinitatsreaktion anzuheften und mittels eines zweiten 
Substituenten, weicher befahigt ist, sich an das Konjugat b) mittels einer Affinitatsreaktion zu binden. 

Verfahren nach jedem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dali eine "Sandwich"- Reaktion an- 
gewandt wird, und dadurch da&, bevor das Hybrid mit dem Trager a), dem Konjugat b) und den Biolumi- 
neszenz-Reagenzien in Kontakt gebracht wird, mittels einer Polymerase eine Reihe von Denaturierungs 
und Amplif ikation szyklen mit der DNA oder RNA durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach jedem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft fur die Hybridisierungsreaktion 
eine "Sandwich"- Reaktion angewandtwird und dadurch, daS derTrSger a) eine Nucleotidsequenz enthalt, 
die befahigt ist, mit der zu analysierenden, mit einem Abschnitt dieser Sequenz komplementSren Sequenz 
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eine Hybridisierung einzugehen und daft sich das Konjugat b) aus einem Enzym, insbesondere einer De- 
hydrogenase und einer Nucleotidsequenz, vorzugsweise amplif iziert, zusammensetzt, welche nicht kom- 
plementdr zu der auf dem Tracer a) enthaitenen Sequenz und komplementdr zu einem Abschnitt der zu 
analysierenden Sequenz ist. 

5 

7. Verfahren nach Jedem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft fur die Hybridisierungsreaktion 
eine "Sandwich'-Reaktion angewandt wird und dadurch, daft die zu anaiysierende, vorzugsweise ampli- 
f izierte Sequenz mit einem Substituenten markiert ist, welcher eine spezif ische Aff initat zu dem auf dem 
Trager a) enthaitenen Substituenten aufweist, und daft das Konjugat b) aus einem Enzym. insbesondere 

10 einer Dehydrogenase, und einer Nucleotidsequenz besteht, weiche kompiementarzu einem Abschnitt der 

. zu analysierenden Sequenz ist. 

8. Verfahren nach jedem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft eine "Sandwich 1 - Reaktion an- 
gewandt wird und darduch, daft die zu anaiysierende Sequenz vielfach markiert ist, vorzugsweise mittels 
Amplifikation, daft der Trager a) Substituenten enthalt, weiche eine spezif ische Aff initat zum Marker die- 
ser Sequenz aufweisen und daft das Konjugat b) ebenfalls einen Substituenten enthalt, welcher eine spe- 
zif ische Aktivitat zum Marker dieser Sequenz aufweist. 
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9. Verfahren nach jedem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft man in Schritt 1 kompetitiv rea- 
gieren la"ftt, indem man eine mit unterschiedlichen Substituenten zweifach markierte Sequenz verwendet 
oder zwei komplementare Oligonucleotide, weiche mit unterschiedlichen Substituenten markiert sind, wo- 
bei diese unterschiedlichen Substituenten zum einen eine spezif ische Aff initat zu dem auf dem Trager a) 
bef indlichen spezif ischen Substituenten und zum anderen eine spezif ische Aff initat zu dem spezif ischer. 
Molekul des Konjugats b)aufweisen. 

25 10. Reagenz zur Durchfuhrung des Verfahrens nach jedem der Anspruche 1-9, dadurch gekennzeichnet, daft 
es in Form eines Tracers ausgebildet ist, welcher eine porose und/oderfaserige Oberflache aufweist, auf 
welcher einesteils die Enzyme Luciferase und Oxidoreduktase eines Biolumineszenzsystems immobili- 
siertsind und anderenteils ein Substituent, welcher in der Lage ist, mit Hilfe mindestens einer Aff in itats- 
reaktion oder mittels spezifischer Hybridisierung direkt oder indirekt eine Nucleotidsequenz zu f ixieren. 

30 

11. Reagenz nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daft es aus Mikrokugelchen aus modifizierter 
Agarose besteht, wobei an die Oberflachen auf gleichen oder unterschiedlichen Mikrokugelchen ein Anti- 
y-globulin-Antikfirper, ein Protein A, Avidin oder eine Nuclei ns&uresonde, eine Luciferase bakteriellen Ur- 
sprungs und eine Oxidoreduktase f ixiert sind. 

35 

12. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach jedem der Anspruche 1-9, umfassend 

- das Reagenz nach den Anspruchen 1 0 oder 11 , geschutzt gegen Licht, und 

- ein FiSschchen mit einem Konjugat aus Dehydrogenase und einem Molekul, welches befahigt ist, sich 
uber seine Aff initat selektiv an einem Nucleotidsequenzmarker zu binden oder eine Hybridisierung 

40 mit einer solchen Sequenz einzugehen, 

13. Kit nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daft es enthalt: 

- ein FlUschchen, welches gegen Licht geschutzt Mikrokugelchen aus modifizierter Agarose in wass- 
riger Suspension oder in Form von in Wasser loslichen Tabletten enthalt, weiche auf ihrer Oberflache 

45 mit einem Anti-^globulin-AntikoYper oder einem Protein A, einer Luciferase bakteriellen Ursprungs 

und einer Oxidoreduktase behaftet sind, 

- ein FiSschchen mit einem Konjugat aus Dehydrogenase und einem Molekul, welches befahigt ist, sich 
uber seine Aff initat selektiv an einen Nucleotidsequenzmarker zu binden oder eine Hybridisierung 
mit einer solchen Sequenz einzugehen, 

50 - ein Flaschchen mit einem zu einem anderen Nucleotidsequenzmarker spezif ischen Antikorper, und 

- einen Puffer, NAD oder NADP, FMN, einen langkettigen Aldehyd, ein zur Zerstfirung der NADH oder 
NADPH in Losung befahigtes System sowie das Substrat der Dehydrogenase. 

14. Kit nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daft es enthalt: 

5Q - ein Flaschchen, welches gegen Licht geschutzt Mikrokugelchen aus modifizierter Agarose in wass- 

riger Suspension oder in Form von in Wasser loslichen Tabletten enthalt, weiche auf ihrer Oberflache 
Avidin oder Streptavidin, eine Luciferase bakteriellen Ursprungs und eine Oxidoreduktase enthalten, 

- ein Flaschchen mit einem Konjugat aus Dehydrogenase und einem Molekul, welches befahigt ist, sich 
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Ober seine Aff initSt selektiv an einen Nucleotidsequenzmarker zu binden Oder eine Mybridisierung 
mit einer solchen Sequenz einzugehen, und 
- einen Puffer, NAD Oder NADP, FMN, einen langkettigen Aldehyd, ein zur Zerstfirung der NADH oder 
NADPH in Losung befahigtes System sowie das Substrat der Dehydrogenase. 



Claims 

1. Process for the analysts of a specific sequence of DNAor RNA, characterized in that it comprises stages 
10 which consist of, using: 

a) a support having a porous and/or fibrous surface on which are fixed on the one hand, the luciferase 
and oxidoreductase enzymes of a bioiuminescence system, and on the other hand, a substituent ca- 
pable of fixing, directly or indirectly, by means of at least one affinity reaction or by specific hybridiza- 
tion, a nucleotide sequence, 

18 b) an enzyme conjugate containing an enzyme capable of producing an intermediate nucleotide com- 

pound, which can be used by the oxidoreductase of the bioiuminescence system, to produce the emis- 
sion of a bioiuminescence signal and of a molecule capable of linking itself by affinity with a nucleotide 
sequence marker or of hybridizing with such a sequence, and 

c) an aqueous solution containing the substrates of the enzyme of the conjugate, the constituents of 
20 the bioiuminescence system other than the enzymes and the intermediate nucleotide compound, as 

well as the constituents of a destruction system of the intermediate nucleotide compound produced by 
the enzyme of the said conjugate not linked to the support, 
-1° according to a first stage comprising three embodiments; 

- either putting a sample containing DNA or RNA to be analyzed, optionally amplif ied, labelled at 
25 least twice by chemical or enzymatic labelling before the analysis, by synthetic labelling during 

amplification or by hybridization with one or more specific probes, in simultaneous or successive 
contact with an appropriate support a) and conjugate b), 

- or putting a sample containing DNA or RNA to be analyzed, preferably amplified, and non-labeiled, 
in the presence of homologous DNA or RNA sequences, preferably amplified, labelled twice and 

30 of subjecting the whole to denaturing then rehybridization, and putting the mixture obtained in si- 

multaneous or successive contact with an appropriate support a) and conjugate b), 

- or putting in simultaneous or successive contact, on the one hand a sample containing the DNA 
or RNA to be analyzed, preferably amplified, with a support a) carrying a nucleotide sequence 
complementary to a part of the said DNA or RNA, this sequence being able to be fixed on the 

35 support during analysis, by specific affinity reaction between a substituent of the said support 

and a substituent carried by an oligonucleotide having a specific affinity for the said substituent 
of the support and, on the other hand an enzyme conjugate b) in which the enzyme is conjugated 
to a nucleotide sequence complementary to another part of the said DNA or RNA and not com- 
plementary to the nucleotide sequence carried by the support; 
*o -2° putting the whole mixture obtained in 1° in the presence of an excess amount of solution c); 

-3° leaving at rest until a stabie signal is obtained; then 
-4° measuring the light emitted; and optionally 

-5° determining, using a calibration system, the quantity of sequence to be analyzed in the sample stud- 
ied, from the measurement carried out in 4°. 

45 

2. Process according to claim 1 , characterized in that the support a) is constituted by an oside polymer such 
as agarose or a modified agarose, acrylamide, an acrylic copolymer, porous glass or a fibrous material, 

3. Process according to claim 1 or 2, characterized in that: 

50 - the enzyme of conjugate b) is glucose-6-phosphate dehydrogenase; 

- the intermediate nucleotide compound is NADH; 

- the luciferase is B. Harveyi luciferase which is fixed on support a), notably based on agarose, in the 
presence of the corresponding oxidoreductase; and 

- solution c) contains, as reagents, glucose-6-phosphate , NAD, FMN, a long-chain aldehyde such as 
55 decanal, LDH and pyruvate. 

4. Process according to one of claims 1 to 3, characterized in that it uses a "sandwich" type reaction and in 
that in stage 1°, the sequence to be analyzed is substituted twice, optionally during the analysis, by a 



23 



EP 0 362 042 B1 



first substituent capable of being linked, directly or indirectly, to support a) by an affinity reaction, and by 
a second substituent capable of being linked to conjugate b) by an affinity reaction. 

5. Process according to one of claims 1 to 4, characterized in that it uses a "sandwich" type reaction and in 
5 that it comprises, before the hybrid is put in contact with support a), conjugate b) and the bioluminescence 

reagents, a series of denaturing and amplification cycles of the DNAor RNA, by means of a polymerase. 

6. Process according to one of claims 1 to 3, characterized in that it uses a "sandwich" type hybridization 
reaction and in that the support a) carries a nucleotide sequence capable of hybridizing with the sequence 
to be analyzed, complementary to a part of this sequence, and conjugate b) is constituted by an enzyme, 
in particular a dehydrogenase, and a nucleotide sequence, not complementary to the sequence carried 
by support a) and complementary to a part of the sequence to be analyzed, preferably amplified. 
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7. Process according to one of claims 1 to 3, characterized in that it uses a "sandwich" type hybridization 
reaction and in that the sequence to be analyzed, preferably amplified, Is labelled by a substituent having 
a specific affinity for the substituent carried by support a), and conjugate b) is constituted by an enzyme, 
in particular a dehydrogenase, and a nucleotide sequence complementary to a part of the sequence to 
be analyzed. 

8. Process according to one of claims 1 to 3, characterized in that it uses a "sandwich" type reaction and in 
20 that the sequence to be analyzed is multi-labelled, preferably by amplification, support a) carries sub- 

stituents having a specific affinity for the label of the said sequence and conjugate b) also contains a sub- 
stituent having a specific affinity for the marker of the said sequence. 

9. Process according to one of claims 1 to 3, characterized in that stage 1 ° uses a competition reaction using 
25 a sequence labelled twice with different substituents or two complementary oligonucleotides labelled by 

different substituents, one of the said different substituents having a specific affinity for the specific sub- 
stituent carried by support a) and the other having a specific affinity for the specific molecule of conjugate 
b). 

30 10. Reagent for the implementation of the process according to one of claims 1 to 9, characterized in that it 
is in the form of a support having a porous and/or fibrous surface on which are fixed on the one hand 
the luciferase and oxidoreductase enzymes of a bioluminescence system and on the other hand a sub- 
stituent capable of fixing, directly or indirectly, by means of at least one affinity reaction or by specific 
hybridization, a nucleotide sequence. 

35 

11. Reagent according to claim 10, characterized in that it is constituted by microbeads of modified agarose 
carrying, fixed to their surface on the same microbeads on different microbeads an anti-y-globulin anti- 
body, a protein A, avidin or a nucleic probe, a luciferase of bacterial origin and an oxidoreductase. 

40 12. Kit for the implementation of the process according to one of claims 1 to 9, comprising: 

- the reagent according to claim 1 0 or 1 1 , protected from light, and 

- a flask containing a conjugate of dehydrogenase and of a molecule capable of being linked selec- 
tively, by affinity, with a nucleotide sequence marker, or of hybridizing with such a sequence. 

^ 13. Kit according to claim 12, characterized in that it comprises: 

- a flask containing, protected from light, microbeads of modified agarose, in suspension in water, or 
in the form of a tablet which breaks down in water, provided on their surface with an anti-y-globulin 
antibody or a protein A, a luciferase of bacterial origin and an oxidoreductase, 

- a flask containing a conjugate of dehydrogenase and a molecule capable of being linked selectively, 
by affinity, to a nucleotide sequence marker or of hybridizing with such a sequence, 

- a flask containing a specific antibody of another nucleotide sequence marker, and 

- a buffer solution, NAD or NADP, FMN, a long-chain aldehyde, a system capable of destroying the 
NADH or the NADPH in solution, as well as the substrate of the dehydrogenase. 
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14. Kit according to claim 12, characterized in that it comprises: 

- a flask containing, protected from light, microbeads of modified agarose, in suspension in water, or 
in the form of a tablet which breaks down in water, provided on their surface with avidin or strepta- 
vidin, a luciferase of bacterial origin and an oxidoreductase, 
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- a flask containing a conjugate of dehydrogenase and a molecule capable of being linked selectively, 
by affinity, to a nucleotide sequence marker or of hybridizing with such a sequence, and 

- a buffer solution, NAD or NADP, FMN, a long-chain aldehyde, a system capable of destroying the 
NADH or NADPH in solution, as well as the substrate of the dehydrogenase. 
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